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、論文内容要旨
第一章緒論
 赤血球膜に存在するシアル酸を含む糖タンパク質については.ヒト赤血球膜を材料とする研究は,
 すでに多数の報告がなされている。Winzlerらはヒト赤血球膜からシアロ糖タンパク質を分離して,
 これがインフルエンザウイルスに対するレセプター活性と,血型構造をになう物質であるこ
 とを明らかにした。赤血球膜に存在する糖の80%,シアル酸の90%以上がこのシア・糖タンパク
 質に由来することから,これらはヒト赤血球膜9)主要な糖タンパク質であると考えられるでいる。
 Marchesiらはこのシァ・糖タンパク質の構造を研究して,タンパク部分は一本のペプチド鎖で
 あり,細胞外に露出しているN家例に糖鎖が短いオリゴ糖として10本以上結合し,一方ペプチ
 ドのC末側は、細胞内につき出していることを示した。PintodaSilvaらは,freeze-fracture法で
 赤血球膜を観察して,膜の脂質二重層の間に直径が約80Aの粒子が存在することを確認した。
 Marchesiらはこの腹中粒子とシアロ糖タンパク質の分布が一致していることを,組織化学的に示
 した。またNicolsonは,赤血球膜を酵素処理するとシアロ糖タンパク質と膜中粒子がいずれも凝
 集するこから,この両者か何らかの形で結合していることを示唆した.さ'らにSingerは,このシア・糖
 タンパク質の脂質二重層における流動性が,膜の細胞質側に結合しているアクトミオシン様タンパク質によ
 り制御されていることを示唆し,このような事実が,赤血球以外の細胞にも存在する可能性を示した。
 以上のように,ヒト赤血球膜のシアロ糖タンパク質については,その構造と膜における
 存在状態が,かなり明らかにされたが.膜のシァロ糖タンパク質についてこのようなモデルを一般
 化して他の細胞にも適用するためには,それらの細胞からシア・糖タンパク質を分離し,種を越え
 た基本的構造と,種によって相異する蔀分を明らかにする必要がある。本研究は以上の点に留意し
 て.ウマ,ウシ,ブタの三種の赤血球膜のシア・糖タンパク質の構造について.ヒトと比較しなが
 ら、検討を加えたものである。
 第二章材料と方法
 各種動物の血液から赤血球から赤血球を分離し,これらの赤血球から,低張溶血法により細胞膜
 ゴース[・を得た。膜ゴーストの可溶化とシアロ糖タンパク質の抽出を行なう目的で,Kathanらの加
 温フェノールー水分配法を用いた。抽出物からシァロ糖タンパク質(Sialo91ycopme血,以下
 SGPと略す)を精製する目的でDEAE一方ラムクロマトを行なった。カラムはTr蛤一HCl緩衝液,
 pH7.9で平衡化を行ない,NaC1溶液の直線的濃度勾配でSGPを溶出した。SGPの純度を検討す
 る目的で,SDS-polyacryiamidege1電気泳動`以下SDS-PAGEと略す)を行ない,Coomassie
 Blueでタンパク質を検出し,PAS染色法で糖質を検出した。また分子量既知の標準タンパク質を
 用いて.SDS-PAGEにおける試料の易動度から.分子量を推定した。
 精製したSGPのアミノ酸組成は,試料を定沸点塩酸で107℃,20時間水解後アミノ酸分析し
 て求めた。アミノ糖は,試料を4NHC1で100℃,6時間水解後アミノ酸分析機で分析した。中性
 糖組成は試料中の糖質を,㎞me:hylsilylmethylglyco§desに変えてガスク・マトグラフにより分析した。
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 シアル酸含量は,W8rrenのチオバルビッール酸法により比色定量した。
 SGPに結合している糖鎖の構造を検討する目的で二種の植物性血球凝集素に対する,凝集阻止能
 を測定した。用いた血球凝集素のうち,ナタマメ由来の血球凝集素ConcanavahnA`以下ConA)は糖鎖
 中のα一D-mmnoseと特異的に結合することが知られており,一方インゲンマメ由来のH-PHA
 -PはGa1-GlcNAc-Man一という糖配列に対して特異性があることが知られている。H-PHA-p
 は市販のPHA-P(Difco)から精製して用いた。ウマの赤血球はこれらの凝集素で凝集し易いので
 各種SGPび)凝集阻止能をしらべる血球として用いた.
 SGPのペプチド上における糖鎖結合部位の局在性をしらべるために,BrCNによる断片化を行な
 った。試料を0.15%BrCN-70%fomicacidに溶解し,室温で48時間処理した。反応後BrCNを
 除いて.SDS-PAGEを行ない,断片化したペプチドと糖ペプチドの分析を行なった。
 SGPグ)ペプチドと糖鎖間のO・giycosidiclinkageの数を検討する目的で,アルカリ溶液中にお
 けるβ一位脱離反応を行なった。0-91ycosidiclinkage`こ与かるserineとthreonineは,弱アル
 カリ溶液中で!9一位に不飽和二重結合をもつアミノ酸に変化することが知られており,これらのア
 ミノ酸の生成を,241nmにおける吸光度の増加で測定した。反応は37℃に保ったセル室で0.5N
 NaOH溶液中で行なった。
第三章実験結果
 加温フェノールー水分配抽法により,各動物赤血球膜ゴーストから、SGPを含む面分を得るこ
 とができた。この抽出物のDEAE一クロマトで,SGPを溶出するのに必要なNaC1濃度は,動物種
 により.多少の差が認められた。精製したSGPは,SDS-pAGEでCoomassieB工ueおよびPAS
 いづれの染色法でも単一のバンドを与え.均一であることを示した。SGPは,SDSの非存在下で
 は,会合体を形成するために超遠心法で分子量を求めるグ)は困難である。SDS-PAGE法で求めた
 分子量は.ヒトSGP5.6×104,ウマSGP4.4×10先ブタSGP4.0×104,ウシSGP105以上であっ
 た。ウシSGPは糖含量が80%以上と,非常に高く.これがSDSのSGPへの結合量を低くしてい
 るために見かけ上大きい分子量を与えていると考えられる。
 これら4種のSGPのアミノ酸組成を比較すると。serine,threonineが多い点で共通している。ま
 た.いづれのSGPにもcysteineが検出されなかったσ)でdisulfide結合は考えられない。ペプチド
 部分の大きさは,分子量とタンパク質含量から計算して.ヒトSGP2.2×104,ウマSGP2.6×104
 プタSGP1.5x104である。
 SGPの糖鎖構造については次のことが明らかとなった。すべてのSGPには.重量の10%以上のシ
 アル酸があり,そのためにSGPは非常に酸性の糖タンベク質である。ヒトSGPと,ウマSGPと
 では.糖組成が類似しており,さらに,糖鎖構造に対する特異性が高い二種の血球凝集素.ConA
 とH-PHA-Pに対していづれのSGPも強い凝集阻止能を示した。これらグ)事実は.ウマSGPの
 糖鎖構造がヒトSGPと類似していることを示唆する。ブタSGPは、H-PHA-Pに対する凝集阻
 止能が低い点で,ヒト,ウマと異なる。プタSGPは糖組成にmannoseを含んでいる点で.ヒ!・,
 ウマと共通している。mannoseは.N-glycosidiccarbohydlate-peptidehnkageにのみ存在する
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 ことか知られでいるので.ヒト,ウマ.ブタSGPにこの糖が含まれていることは.この3者には,
 N-glycosidichnkageが存在することを示す。ウシSGPはgalactose含量が非常に高いのに対して、
 mannoseは検出されなかった。ウシSGPが,ConAに対する凝集阻止能をもたないのは、man-
 noseか存在しないためであろう。H-PHA-Pは.Ga1-GlcNAc-Man一という糖鎖と特異的に結合
 することが,Komfeldらにより報告されている。ウシSGPはmannoseを含まぬにもかかわらず.
 H-PHA-Pに対する凝集阻止能を示した。この事実は,Komfeldらが提唱した糖鎖構造のうち,
 一Man一の部分は他の糖で代用できる可能性があることを示している。
 SGPをアルカリ処理して.0・glycosidiclinkageのβ一位脱離反応を測定した結果を用いて,不
 飽和アミノ酸の生成速度と生成物の濃度の関係をプロットすると直線となった。この関係から.生
 成物の終濃度,即ち反応であるO-glycosidlclinkagelこ与かるserine,threonineの量を推定した。
 その結果,SGPのペプチド1049あたり,ヒト17.4,ウマ丘8.ブタ13.2,ウシ26.6モルの0-91y-
 cosidiclinkageが存在すると.推定された。
 ウシSGPは,糖鎖がすべてO-91ycoside結合していることが.糖組成から推定されたが,これ
 を確認する目的でアルカリ処理したウシSGPをgelfiltrationして,ヒトの場合と比較した。アル
 カリ処理ウシSGPは,stachyose流出域とDextran-10流出域に,シアル酸を含むオリゴ糖の流出
 を示す3つのヒ。一クが得られたが,void域には検出されなかった。アルカリ処理ヒトSGPでは,
 stachyoseとDextran10流出域の外に,void域にペプチドと結合したオリゴ糖が検出された。以上
 のようFこウシSGPにはヒトSGPにみられるようなアルカリに安定なN-glycosidic糖鎖の存在は
 認められなかった。
 SGPのブ・ムシアン断片をSDS-pAGEで分析した結果,いづれのS(}Pからも,単純ペプチド
 と糖を含むペプチドが得られた。このことは.種を問わず,赤血球膜のSGPのペプチド上におけ
 る糖鎖結合領域が,局在していることを示唆している。
第四章考察
 本研究で,ヒト以外の3種σ)動物赤血球膜からも,シァロ糖タンパク質が分離された。これらの
 SGPにはdisulfide結合がなく、ペプチド中のserine,threonlneの過半数は,O・91ycos1dichnka-
 geに与かっていること,また糖鎖結合領域が局在していることなどから、SGPの共通した基本構
 造としては,1本のpepddecoreに多数の糖鎖がかたまって結合したかたちを想定すりのが妥当
 であろう。これは,Marchesiらが示したモデルの一般性を示すものである。
 SGPの糖鎖構造は種間で差異が認められた。ウシSGPでは0-glycosidiccarbohydratepepdde
 linkageのみである。赤血球を遊離細胞として保つのに必要と考えられるシアル酸は.いづれの
 SGPにも10%以上存在することが明らかとなった。
第五章要約
第六章文献
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 論文審査の結果の要旨
 赤血球膜のシアル酸を含む糖タンパク質`シア・糖タンパク質,以下SGPと略記する)につい
 ては多くの研究がなされ,それが赤血球膜の主要な糖タンパク質であり,また血液型活性を担う重
 要な物質であることが明らかにされている。一方その構造および赤血球膜における存在様式につい
 ても最近明らかにされつつある。しかしながら.これまでの研究の多くはヒト赤血球膜を用いたも
 ので,SGPの生体膜における機能と存在様式の一般化のためには,比較生化学的研究が必要とされ
 る。
 本論文はこの観点から,ウシ,ブタおよびウマの赤血球膜のSGPの性質と構造をヒト赤血球膜
 のそれと比較検討したものである。えられた主な結果は次の通りである。まず上記各種動物の赤血
 球膜から.加温フェノールー水による分配抽出,およびDEAE一セルローズク・マトグラフィー
 によりSGPを抽出精製し,ポリアクリルアミドゲル電気泳動法での均一な標品をえ,その分子量
 を測定し.さらにペプチド含量を算出している。次で.アミノ酸分析により.これら四種のSGP
 の何れに1)cysteineは検出されず,serine,threonineが多いことを見出している。またSGPのBr-
 CNによる切断では,何れのSGPからも単純ペプチドと糖を含むペプチドをえている。これらの結
 果から標品として使用した四種のSGPのタンパク質部分は何れも一本のポリペプチド鎖からなり.
 糖鎖結合領域はそのポリペプチド鎖の一部に局在しているのであらうと推論している。さらにこれ
 らSGPの糖組成および植物性血球凝集素(ConAおよびPHA-P)に対する効果を調べ,ヒトとウ
 マの糖鎖構造は極めて類似していることを示唆している。またブタSGPはPHA・Pに対する凝集
 阻止能が低い点で、ヒトおよびウマSGPと異なるが,mannoseを含有し,N-91ycosidiccarbohy-
 dr田e-peptidelinkageをしている点ではヒト,ウマのSGP類似し,ウシSGPはmannose含まず
 carbohydrate-pepddelinkageはすべて0-glycosidic結合のみであるという他の三種のSGPと
 の相違点を明らかにしている。
 これらの結果は,シアロ糖タンパク質の生体膜における機能と存在様式についての今後の研究に重要
 な知見をあたえるものである。よって浜崎秀明提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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